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Méthode d'analyse microbiologique, en 24 heures, 
des denrées alimentaires 
1. - PRINCIPES ET APPLICATION AUX PLATS CUISINES 
par M. CATSARAs* et Y. DoRso* 
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L'analyse microbiologique de denrées alimentaires demandant habituellement 
un délai de 3 à 5 jours, il est apparu souhaitable d'établir, dans le cas des plats 
cuisinés, les principes d'une méthode qui permettrait d'obtenir, pour tous les 
germes recherchés, un résultat en 24 h. Les problèmes posés par la mise en 
évidence, dans ces conditions, des coliformes, des E. coli, des anaérobies sulfito­
réducteurs, des staphylocoques pathogènes, des Salmonella et des germes aéro­
bies, sont pleinement discutés. Les premiers résultats obtenus sont signalés. 
L'analyse microbiologique des denrées alimentaires demande 
entre 3 et 5 jours au minimum, selon les germes recherchés, pour 
obtenir un résultat. Certes, ce délai a toujours été estimé trop 
important, mais à l'heure actuelle, avec le développement considéra­
ble que connaissent les nouvelles formes de distribution et de restau­
ration, il devient aberrant de devoir attendre aussi longtemps pour 
porter un jugement précis sur la qualité microbiologique des denrées 
offertes au consommateur. 
Une réglementation spéciale se fait d'ailleurs jour en France 
dans ce domaine, soulignant de ce fait l'importance de ces nouvelles 
formes ; c'est ainsi que l'arrêté ministériel du 26 juin 1974 fixe les 
critères microbiologiques que doivent respecter les fabricants de 
l'une, parmi les plus caractéristiques, de ces productions récentes : 
les plats cuisinés. Mais, paradoxe, si la volonté de contrôle est 
moderne et louable, les moyens, eux sont archaïques, bien que 
classiques. C'est ainsi que les germes aérobies mésophiles sont 
dénombrés en 72 h, les Coliformes en 24 ou 48 h au choix, les E. coli 
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en 24 ou 96 h au choix, les anaérobies sulfito-réducteurs à 46° C en 
48 h, les Staphylocoques présumés pathogènes en 24 h et que, enfin, 
les Salmonella sont recherchées par les méthodes de culture habituel­
les qui nécessitent 4 à 5 jours [l]. 
Certes, des techniques plus rapides qu'auparavant, relativement 
récentes, sont proposées en alternative ou seules (E. coli en 24 h, 
Staphylococcus aureus en 24 h), mais le résultat d'ensemble ne peut pas 
être, de toute façon, rapidement obtenu puisqu'il faut attendre 72 h 
pour connaître le nombre d� germes aérobies mésophiles, et 5 jours 
pour savoir s'il y a ou non présence de Salmonella ; cela n'est pas 
satisfaisant. Il est donc apparu particulièrement souhaitable d'établir 
les principes d'une méthode qui donnerait en 24 h une réponse pour 
tous les germes recherchés au cours de l'analyse microbiologique 
des denrées alimentaires. Pour ce faire, les plats cuisinés ont été 
choisis comme modèle. 
LA MÉTHODE PROPOSÉE 
Les recherches à effectuer, en application de la réglementation 
française des plats cuisinés, sont pratiquées de la façon suivante : 
Germes témoins de contamination fécale: 
- Coliformes sur gélose au désoxycholate lactose incubée à 30° C, 
- Escherichia coli sur gélose au désoxycholate lactose incubée 
à 44° C, 
- anaérobies sulfito-réducteurs à 46° C, sur gélose T.S.N., 
Germes aérobies mésophiles sur gélose pour dénombrement, 
Germes pathogènes: 
- staphylocoques présumés pathogènes sur gélose de Baird-Par­
ker incubée à 37° C, 
selon les méthodes décrites par les Services Vétérinaires [5], mais 
avec lecture, dans tous les cas, après 24 h d'incubation. Pour 
faciliter le comptage des germes aérobies mésophiles, il est ajouté 
0,01 % de chlorure de triphényl-tétrazolium au milieu. 
Quant aux Salmonella, elles sont recherchées par immunofluo­
rescence, en 24 h, selon la technique recommandée par CATSARAS et 
ANAN! [3]. 
CRITIQUE DE LA MÉTHODE 
L'obtention ainsi projetée de résultats en 24 h laisse apparaître 
plusieurs points d'interrogation qu'il convient de discuter. Ceux-ci 
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sont d'importance variable et, par ordre de complexité croissante, les 
problèmes suivants sont à considérer. 
1° Le dénombrement des Staphylocoques présumés pathogènes 
apparaît être le plus simple, puisque la « méthode 24 h » est celle 
donnée par l'arrêté. Mais, il est connu que cette durée d'incubation 
du milieu de BAIRD-PARKER [2] peut être trop courte et qu'il est 
souvent préférable de poursuivre celle-ci jusqu'à 36 h. Il y a donc 
lieu de faire déjà une comparaison à ce sujet, dans le cas des plats 
cuisinés, pour connaître le taux de fiabilité de la méthode. 
2° Le problème du dénombrement des Coliformes et de celui de 
E. coli est différent du précédent. Tout d'abord, la « méthode 24 h » 
n'est indiquée dans l'arrêté que comme une alternative, l'autre étant 
une technique globalement plus classique : bouillon lactosé bilié 
au vert-brillant incubé durant 24 et 48 h à 3()o C pour les Coliformes, 
avec épreuve confirmative de MACKE�ZIE, soit 24 à 48 h de plus, pour 
E. coli ; cette technique a l'avantage de permettre la recherche du 
Nombre le Plus Probable (N.P.P.). Ensuite, la question du dénombre­
ment des Coliformes « en 24 h » est différente de celle du dénombre­
ment de E. coli « en 24 h ». En effet, dénombrer les Coliformes sur 
désoxycholate lactose à 3()o C en 24 h est classique dans tous les 
laboratoires, mais dénombrer « E. coli » en 24 h sur ce même milieu 
à 44° C est une proposition beaucoup plus récente et plus discutée. 
C'est tout le problème de la spécificité de la recherche de E. coli, 
qu'il s'agisse de l'épreuve de MACKENZIE ou du désoxycholate, et on 
tend, à l'heure actuelle, vers l'adoption d'un procédé rapide, dont 
on admettrait que la spécificité soit limitée à condition que le résul­
tat obtenu soit valable pour une catégorie plus large ; les « Coliformes 
fécaux ». Au total, l'application de la « méthode 24 h • touche à des 
problèmes beaucoup plus généraux, mais, dans le cas particulier, 
cela ne devrait pas être un obstacle. 
3° Rechercher les anaérobies sulfit�réducteurs (formes végéta­
tives et spores) à 46° C est un choix, dans le domaine des anaérobies, 
bien plus crucial que de limiter ledit dénombrement à 24 h, plutôt 
qu'à 48 h. Néanmoins, ce point de détail mérite d'être vérifié pour 
préciser, là encore, les limites de la « méthode 24 h •. 
4° Pour la recherche des Salmonella, l'adoption de la technique 
par immunofluorescence ne peut se faire qu'en connaissant et en 
reconnaissant les limites de celle-ci. De nombreux auteurs (GEORGALA 
et al., 1965 [ 4] ; THOMASON et WELLS, 1971 [7] ; CATSARAS et ANANI, 
1972 [3] ; SMYSER et SNOYENBOS, 1973 [6]) sont, en effet d'accord pour 
considérer que l'immunofluorescence est une excellente technique, 
dans le cas des Salmonella, pour effectuer un tri rapide sur un grand 
nombre d'échantillons : les négatifs sont détectés de façon sûre en 
24 h ; mais, compte tenu du nombre toujours trop élevé de résultats 
faussement positifs, il est indispensable que tout résultat positif soit 
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contrôlé par culture. Bien entendu, une telle technique n'est utilisable 
valablement que si la quasi-totalité des prélèvements à examiner 
sont négatifs. On peut penser que c'est le cas des plats cuisinés. 
5° Enfin, le plus gros point d'interrogation reste posé par le 
dénombrement des germes aérobies mésophiles car, bien évidemment, 
ce n'est pas par hasard que, depuis fort longtemps, les microbiologis­
tes ont considéré qu'il fallait, pour ce faire, 72 h d'incubation à 300 C. 
Réduire ce temps à 24 h va nécessairement entraîner une réduction 
du nombre de colonies comptées ; dans quelles proportions ? Toute 
la question est là. Car, en effet, il faudrait que cette réduction se 
situât dans des limites tolérables et surtout relativement stables. 
Nous considérons, a priori, que la détection en 24 h d'au moins 
10 % de la flore dénombrée en 72 h, ce qui représente une réduction 
d'une puissance, serait un résultat satisfaisant. A ce sujet, il faut 
encore apporter deux précisions complémentaires : 
a) Les comparaisons de nombres de germes aérobies, compte 
tenu de la relativité des résultats obtenus, sont à faire, non dans 
l'absolu, mais en considérant des niveaux ; c'est ainsi que 1.300 et 
3.900 - 12.500 et 48.000 colonies de germes aérobies par 1 g sont 
respectivement au même niveau ; les niveaux sont différents lorsqu'il 
y a une différence d'au moins une puissance (2.500 et 11.000 ; 35.000 
et 210.000, par exemple). Il en résulte ceci : si, pour 180.000 germes 
en 72 h, il en est dénombré 18.000 en 24 h (soit 10 % ) , ceci est un 
résultat satisfaisant, comme il est dit plus haut mais, s'il en est 
dénombré 9.000 (soit 5 %), ceci peut encore être considéré comme 
satisfaisant. Il apparaît, alors, à l'évidence que plus le nombre de 
germes diminue en valeur absolue, moins le taux de récupération 
(20 - 10 - 5 ou 2 % même) n'a d'incidence sur l'interprétation. A la 
limite, si la technique utilisée permet de dénombrer 10 germes seule­
ment, un résultat positif : 10 par 1 g et un résultat négatif : moins 
de 10 par 1 g sont équivalents. 
b) Tout ceci est, de plus, lié au niveau de contamination de la
denrée considérée. C'est ainsi que, pour les plats cuisinés, où la limite 
est 300.000 germes par 1 g, c'est-à-dire un niveau Hl5, tout résultat 
obtenu, pour la catégorie : moins de 10', en 24 h peut être considéré 
comme recevable, sf l'on admet un coefficient de sécurité égal à 10. 
RÉSULTATS 
Les 25 examens pratiqués au départ, qui constituent le premier 
lot d'un travail de thèse de doctorat vétérinaire (M. DoRso Yves), ont 
donné des résultats encourageants. En effet, pour le dénombrement 
des germes aérobies mésophiles, les taux de récupération en 24 h 
sont les suivants : 
10 à 75 % = 19 fois ; 5, 7 et 8 % = 4 fois ; 2 et 3 % = 2 fois. 
Par ailleurs, la méthode « 24 h » donne de bons résultats pour 
les autres germes. 
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CONCLUSION 
En conclusion, ces premiers résultats quantitatifs demandent à 
être complétés par l'examen d'un nombre important de plats cuisi­
nés : cela fera l'objet d'une autre communication. Mais, en ce qui 
concerne les germes aérobies, la précision du pourcentage de récu­
pération qui sera fournie dans ce premier temps, ne suffira pas ; 
il faudra, de plus, déterminer dans toute la mesure du possible les 
variations de réduction éventuelles en fonction des espèces micro­
biennes présentes. 
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